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摘要 : 气味 调控 斜纹 夜 蛾 Spodoptera jiiura( 鲜 茵 目 , 夜 娥 科 ) 的 交配 和 产 卵 行为 ,而 唱 党 气味 结合 蛋白 (OBP) 是 昆虫 与 
外 界 环境 进行 化 学 信息 交流 中 的 一 种 重要 蛋白。 本 研究 基于 已 报道 的 斜纹 夜 蛾 普通 气味 结合 蛋白 GOBPI 基因 
cDNA 序列 (GenBank 登录 号 为 EF159978) 设计 引 物 ,通过 RT-PCR 法 分 析 了 COBP1 mRNA 的 组 织 特异 性 表达 情况 ， 
并 对 COBP1 基因 条 带 进 行 了 克隆 、 测 序 和 Blast 比 对 。 此 外 ,再 通过 RNA 原 位 杂交 的 方法 进一步 分 析 了 GOBPI 
mRNA 在 触角 中 的 表达 定位 。 结 果 表明 :GOBP1 只 在 斜纹 夜 蛾 的 触角 组 织 中 表达 ,而且 COBP1 转录 本 较 多 分 布 于 靠 
近 串 觉 感受 副 即 触角 边缘 部 位 。 这 些 结果 进一步 说 明 GOBPI 是 笠 纹 夜 蛾 嗅觉 过 程 中 的 重要 和 电 日 ,同时 为 深入 研究 
GOBPI 与 其 他 蛋白 的 相互 空间 定位 关系 .GOBP1 的 功能 等 葛 定 了 基础 。 
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Abstract: Odor chemically mediates Spodoptera litura ( Lepidoptera, Noctuidae) mating and oviposition 
behaviors , and odorant-binding protein ( OBP) on the moth antenna is one of the important kinds of proteins 
involved in. chemical communication with the environment. In this study the primers were designed 
according to the sequence of S. litura GOBP1 ( GenBank accession no. EF159978) reported before, and 
the tissue expression pattern of COBP1 in the moth was analyzed by using RT-PCR technology. The results 
showed that GOBPI is an antennal-specific protein and expresses only in the antennae of S. litura. The 
fragments of GOBP1 gene were also cloned, sequenced and blasted against GenBank. The further 
experiments of localization of GOBP1 ' s mRNA by in situ hybridization methods revealed that the GOBPI 
specifically express in the tissue of moth antenna, and their transcripts were more widely distributed in the 
cells bordering of the antennal surfaces where the chemosensory hairs are located. The results suggest that 
GOBPI plays crucial roles in moth olfaction recognition. Our findings provide the basis for the further study 
on the function of COBP1 and its interaction with spatial localization of other proteins. 
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咒 觉 在 昆虫 的 生存 和 繁衍 中 至 关 重 要 (Field et 
al., 2000) ,昆虫 通过 分 布 于 触角 (少数 为 下 层 须 ) 
表层 的 咒 沉 感受 带 来 获取 环境 中 的 化 学 信息 ,进而 
HERUR, RRO 求偶 和 寻找 产 卵 场所 等 重要 行 


为 。 嗅 党 气味 结合 蛋 日 (odorant-binding proteins, 
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OBPs) 是 洲 解 于 噢 觉 感受 器 淋巴 液 的 一 类 分 刻 性 重 
日 ,能 运输 气味 分 子 到 达 唱 觉 神经 元 表面 的 嗅觉 受 
体 , 是 昆虫 专 一 性 识别 外 界 气味 物质 的 第 一 步 生 化 
反应 ( Vogt and Riddiford, 1981) ,对 于 昆虫 与 外 界 进 
行 信 息 交 流 具 有 重要 意义 (Li and Prestwich, 
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1997) 。 深 入 研究 OBPs PARA F8] Hj] Eds R hom 3H. 
别 的 理论 意义 ,而 且 也 有 为 开发 新 型 有 效 的 生物 害 
虫 防 治 技术 提供 新 思路 的 实际 意义 。 目 前 一 般 将 昆 
虫 OBPs 分 为 性 信息 素 结 合 和 蛋白 (pheromone binding 
protein , PBP) 和 普通 气味 结合 蛋白 (general odorant 
binding protein, GOBP ) , 后 者 又 可 分 为 GOBPI 和 
GOBP2 (Steinbrech et al., 1995; Krieger and Breer, 
1999; Konstanopoulou et al., 2006; Wang et al., 
2007), PBP 主要 存在 于 雄 蛾 触角 中 ,位 于 对 性 信 
县 素 敏 感 的 毛 形 感 受 器 中 ,因此 它们 与 昆虫 感受 性 
信息 素 有 关 。GOBP1 和 GOBP2 在 肉 雄 触角 中 都 有 
表达 且 各 目的 雌雄 表达 量 差异 不 大 ,它们 与 对 植物 
气味 敏感 的 锥 形 感 带 相关 。 

不 同 于 气味 受 体 ,OBP 在 不 同 物种 中 的 序列 同 
源 性 较 高 ,寻找 新 物种 中 的 OBP 相对 比较 容易 , 钱 
翅 目 、 双 翅 目 、 膜 翅 目 和 本 翅 目 等 多 种 昆虫 中 的 
OBPs 基因 序列 已 在 GenBank 中 登录 。 采 蝇 中 被 鉴 
定 的 OBP 家 族 包 含 35 个 成 员 , 有 些 甚至 报道 有 50 
^" (Vogt, 2005) 。OBP 的 一 级 序列 和 三 维 结构 已 被 
鉴定 ,并 已 提出 了 它们 之 间 的 结合 机 制 ( Kruse et 
al., 2003 ; Wojtasek and Leal, 2005) ,但 对 OBP 的 功 
能 研究 在 果 蝇 中 开展 较 少 ,很 多 都 在 蛾 类 中 进行 。 
研究 发 现 OBP 在 决定 受 体 活化 时 程 和 气味 分 子 失 
活 中 起 作用 ,有 关 实 验 目 前 大 部 分 在 蛾 类 中 进行 
( Maida et al., 2000, 2003) 。 近 年 来 国内 对 OBPs 的 
研究 也 日 益 增 多 , RIDGE RH 3e Tx 3X. Spodoptera exigua 
( EHER Æ 2001 )、 烟 青虫 Helicoverpa assulta( 巩 中 
ZEE 2005) K ETE Anopheles gambiae ( ZE1E VR 
和 Zhou, 2004) SERJ OBPs 的 鉴定 和 序列 克隆 分 析 ， 
但 都 局 限于 对 其 cDNA 的 克隆 和 序列 分 析 及 系统 发 
育 树 进化 分 析 工 作 上 。 

4 Zt TX o!" Spodoptera litura, jB S XH H 
( Lepidoptera) , f IRF ( Noctuidae) ,杂食 性 昆虫 , 寄 
主 植物 包括 44 科 112 种 ,是 我 国 长 江 以 南 农作物 的 
重要 害虫 之 一 ( 谢 建 军 等 ,1999)。 近 年 来 ,对 斜纹 
夜 蛾 咒 觉 的 研究 日 益 补 重视 , 钟 国 华 等 (2008 ) 鉴定 
了 斜纹 夜 蛾 的 GOBPI cDNA 序列 ; Xiu 等 (2008 ) 鉴 
定 了 斜纹 夜 蛾 信息 结合 蛋白 (pheromohe binding 
proteins, PBPs) 的 cDNA 序列 ,并 对 PBPs 基因 的 
RNA 表达 和 乍 日 表达 组 织 特 异性 进行 了 分 析 。 对 
于 笠 纹 夜中 的 这 些 OBP 在 触角 感受 大 中 的 具体 定 
位 和 分 布 ,都 未 进行 相关 研究 ,而 OBP 在 触角 感受 
天 淋巴 液 中 的 分 布 情况 与 OBP 的 功能 有 和 密切 关系 。 
常用 的 Western blot 技术 只 能 分 析 OBP 在 不 同 组 织 


中 的 表达 情况 ,但 不 能 分 析 OBP 在 单个 触角 中 的 分 
布 状况 ,而 原 位 杂交 技术 通过 制备 能 进入 细胞 的 核 
酸 探 针 ,与 细胞 中 竺 检测 的 核酸 按 碱 基 配 对 原则 进 
行 特异 性 结合 ,然后 通过 免疫 组 化 方法 在 被 检测 的 
核酸 原 位 形成 颜色 的 杂交 信号 ,在 显微镜 或 电子 显 
微 镜 下 对 被 检测 核酸 进行 细胞 内 定位 。 因 此 ,该 技 
术 当 用 来 分 析 单 个 或 多 个 气味 受 体 或 气味 结合 蛋 日 
在 触角 感受 各 中 的 分 布 状况 和 相互 定位 的 空间 关系 
( Nakagawa et al., 2005 ; Mitsuno et al., 2008) , TE Isi 
党 分 子 生物 学 研究 中 具有 特殊 地 位 。 本 人 研究 在 已 知 
斜纹 夜 蛾 COBP1 cDNA 序列 ( 钟 国 华 等 ,2008 ) 的 基 
础 上 ,用 RT-PCR, yz ERI RNA 原 位 杂交 技术 等 方法 
进一步 分 析 了 GOBPI 的 组 织 表 达 情 况 和 GOBPI 
mRNA 在 触角 中 的 空间 表达 定位 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

和 斜纹 夜 蛾 为 室内 人 工 饲料 饲养 ,饲养 温度 为 26 
+2% , 光 周 期 14L: 10D。 成 虫 羽化 后 1 -2 d 分 别 
将 肉 雄 斜纹 夜 蛾 的 触角 、 头 部 、 足 部 、 翅 膀 、 胸 部 和 腹 
部 等 组 织 分 离 ,立即 投放 于 液 氮 中 冷冻 ,保存 备用 。 
1.2 主要 试剂 与 仪器 

TRIzol 和 DNase I 试剂 为 Invitrogen 公司 产品 ; 
RT-PCR 第 一 链 cDNA 合成 试剂 购 于 上 海 申 能 博 采 
生物 公司 ;2 x Taq master mix 购 于 北京 天 能 生物 技 
术 公 司 ; pGEM-T easy vector 为 Promega 公司 产品 ; 
DNA 胶 回 收 试 剂 盒 DNA. Hr Ex 2 45 AR] c Oy 
TaKaRa 公司 产品 ;地 高 六 转录 标记 试剂 盒 、Anti- 
dig-AP 抗体 为 Roche 公司 产品 ;NBT/ZBCIP 显 色 液 
购置 上 海 生 工 。 其 他 试剂 为 AR 级 产品 。 引 物 由 上 
海 捷 瑞生 物 公司 合成 ,测序 由 上 海 英 骏 测 序 公司 完 
成 。 紫 外 核酸 分 析 仪 为 日 立 U-0080D ,PCR 仪 为 德 
国 Eppendorf Mastercycler 梯度 PCR, 
1.3 GOBPI 组 织 表 达 分 析 

GOBP1 组 织 特异 性 表达 情况 分 析 采 用 半 和 定量 
RT-PCR 方法 , 即 从 斜纹 夜 蛾 不 同 组 织 提取 的 总 
RNA 合成 的 第 一 链 cDNA 为 模板 ,利用 特异 引物 扩 
增 GOBP1 ,实验 中 以 斜纹 夜 蛾 actin 作 表 达 参 照 基 
。 实 验 重复 3 次 。 
1.3.1 引物 设计 :根据 斜纹 夜 峨 COBP1 基因 cDNA 序列 
(GenBank 登录 号 EF159978) ,路 内 合子 设计 并 合成 引物 ， 
正 回 引 物 开 始 于 cDNA 第 1 个 碱 基 , 加 入 Xba I 酶 切 位 
点 :5CGTCTAGACCGCCATGTTGTTGCTGTTGT-3', 反问 
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引物 开始 于 第 693 个 碱 基 , 加 入 酶 切 位 点 Ca T:5"- 
GCATCGATATCGGCTGCCGTATTICTT-3', 

根据 斜纹 夜 峨 Actin 基因 cDNA 序列 (CenBank 登 
录 号 :DQ494753 ) 设计 合成 引物 , 正 回 引 物 开 始 于 第 31 
个 碱 基 :S$ -CCCAACAGGGAGAAGATG-3 , z [5] 5| £3 JF 

人 于 第 301 MIR :5'-GGGTGGTGGTGAA AGAGTA-3', 
1.3.2 不 同 组 织 总 RNA 抽 提 及 RT-PCR :取保 存 于 
WAP HA EHR 50 mg, 用 TRIzol 试剂 进行 总 
RNA 提取 ,所 有 操作 按 试剂 盒 说 明 书 进行 。 最 后 将 
RNA F 25 uL J RNA 酶 的 ddHO 中 , 取 2 uL Jf 
紫外 核酸 分 析 仪 进行 RNA 质量 和 浓度 的 初步 检测 ， 

-75 亿 保存 备用 。 

取 1 ug i RNA 和 Oligo (dt),4,(0. 1 pe/ nL) 
2 uL, RNase inhibitor 0. 5 pL, 加 入 无 RNA PA BJ 
ddH, O 使 总 体积 为 10.5 pL, 轻 柔 混 匀 于 PCR 管 中 ， 
置 6$% 保温 10 min, 再 依次 加 入 5 x Firstand buffer 
4 uL,dNTP mix(10 mmol/L)2 uL, RNase inhibitor 
0.5 pL,DTT(100 mmol/L)2 uL, M-MLV 反 转 录 酶 
(200 U/uL)1 pL,37%C 60 min,95*C 5 min ,立即 转 
移 置 冰 上 冷却 。 管 中 即 为 合成 的 第 一 链 cDNA, 
-20 人 保存 备用 。 

PCR 反应 体系 为 25 nL, 配置 如 下 :2 uL 第 一 链 
cDNA、 正 反问 引物 (10 pumol/L) 4& 1 nL、2 x Taq 
master mix 12. 5 uL, ddH,O 补 至 25 uL;PCR 反应 条 
件 :94% 3 min, 之 后 进行 28 个 循环 的 94C 15 s, 
56*C 20 s,72*C 30 s; 最 后 72C 10 min, PCR 产物 
Hj 1.490 3 EB SE Be E DIOS o 
1.3.3 RT-PCR 条 带 克 隆 及 酶 切 、 测 序 鉴定 :PCR 
产物 电泳 条 市 经 TaKaRa 凝 胶 回收 试剂 盒 回收 , 现 
隆 于 pGEM-T easy 载体 上 ( 按 试剂 盒 说 明 操 作 ) ,经 
蓝 白 斑 筛 选 , 取 知 干 个 阳性 克隆 质粒 用 Cla 工 和 Xba 

I 双 酶 切 鉴 定 ,并 送 上 海 英 验 公司 测序 。 

1.4 GOBP1 转录 RNA 的 定位 分 析 

1.4.1 地 高 全 标记 的 GOBPI cRNA 探 针 制备 : 准 
备 上 步 经 测序 的 pGEM-T-Easy-GOBPI 阳性 克隆 质 
Ti. Hj Cla I „Xba 工分 别 酶 切 质 粒 , TaKaRa DNA Jf 
段 纯化 试剂 盒 纯 化 线性 DNA。 以 线性 质粒 pGEM- 
T-Easy-GOBPI/ Xba I 为 模板 ,SP6 RNA 聚合 酶 催化 
合成 反 义 链 dig RNA 探 针 ; 以 线性 质粒 pGEM-T- 
Easy-GOBPI/Cla | 为 模板 ,T7 RNA 聚合 酶 催化 合 
成 正义 链 dig RNA 探 针 。 

1.4.2 触角 切片 制备 及 预 处 理 :从 液 毛 中 取出 触 
角 , 用 OCT 包 埋 ,12 pm 冰冻 切片 。 空 气 干燥 


30 min, Hj496 Z Eg FH E ,A7C 固定 30 min, WR ER 
缓冲 液 洗 1 min;0. 2 pmol/L 盐酸 孵育 10 min; € 
196 Tritonx-100 的 磷酸 盐 绥 冲 液 冲洗 2 min ; £e ER 
缓冲 液 冲洗 0.5 min,2 次 ;50% 去 离子 甲 酰胺 ,5 x 
SSC 缓冲 液 冲洗 10 min; RFH o 
1.4.3 原 位 杂交 程序 :用 杂交 液 稀 释 地 高 六 标记 的 
RNA 探 针 至 5 ng/100 pL,80C 变性 5 min ,每 张 切 
片 滴 加 100 uL 稀释 的 探 针 , 盖 上 盖 片 , 放 和 人 底层 有 
50% 去 离子 甲 酰 腕 的 湿 盒 中 ,于 52 CHER AB IP AR AE 
过 夜 。 次 日 ,用 0.1 xSSC 缓冲 液 于 60 立 下 冲洗 2 
次 ,每 次 15 min, 
1.4.4 免疫 显 色 :用 TBS Hetl B 190 2 15 L0 É Ifi 
清 , 内 含 0. 03% TrtonX-100 室温 下 封闭 切片 
30 min。 加 入 碱 性 磷酸 酶 -地 高 位 抗 体 (1:500) 稀 
释 。 每 张 切片 滴 加 100 uL Fi ER BUSCAS, sm Eus 
片 , 室 温 孵 育 30 mins ME 0.05% Tween 的 TBS 2X 
冲 液 冲洗 3 次 ,每 次 5 min, DAP 缓冲 液 洗 10 min, 
每 张 切 片 滴 加 200 uL NBT/BCIP TER, x e 
中 ,室温 避 光 过 夜 16 h。 次 日 ,用 Tris-EDTA 缓冲 液 
冲洗 切片 5 min ,终止 显 色 反 应 。 去 离子 水 冲洗 切 毛 
5 min, HARF o 

实验 中 的 正义 探 针 组 即 为 阴性 对 照 。 实 验 重复 
2 次 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 GOBP1 的 组 织 表达 分 析 

ERARA EHRM TEIRRA A Ak fA 
中 。 本 文通 过 半 定 量 RT-PCR 技术 ,以 持家 基因 
actin 为 内 参 , 鉴 定 了 GOBPI 在 不 同 组织 中 的 表达 
情况 。 发 现 斜 纹 夜 蛾 的 GOBPI 仅 在 触角 中 表达 ,其 
他 组 织 中 未 见 表达 。 上 肉 雄 两 性 中 COBP1 的 组 织 特 
异性 表达 情况 类 似 ,而 且 条 融 大 小 与 预期 697 bp fT 
合 ,其 他 组 织 均 无 此 市 (图 1 和 图 2) ,说 明 GOBPI 
是 触角 特异 性 表达 的 基因 。 另 外 ,在 图 1 中 不 同 组 
织 的 样本 在 约 900 bp 附近 都 出 现 了 不 同 亮 度 的 条 
审 , 推 测 是 由 于 各 组 织 样本 在 抽 提 总 RNA 过 程 中 不 
同 程度 被 基因 组 污染 所 致 ,而 实验 中 GOBPI 引物 为 
跨 内 含 子 (164 bp) 设计, 能 以 基因 组 为 模板 进行 扩 
增 , 其 产物 理论 大 小 为 860 bp。 图 2 中 各 组 织 在 
900 bp 处 均 无 条 帝 出 现 ,这 是 由 于 各 样本 在 提取 总 
RNA 后 都 经 DNase I 处理, 表 继续 RT-PCR ,这 也 证 
实 了 图 1 的 860 bp 条 带 是 由 于 提取 的 总 RNA 被 基 
因 组 污染 所 和 致 。 
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图 1 雄性 笠 纹 夜 蛾 中 不 同 组 织 COBP1 表达 差异 
Fig. 1 Expression of COBP1 of tissues from male Spodoptera 


litura by RT-PCR, total RNA were not treated with DNase I 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA molecular weight marker; 1: 头 Head; 2: 足 
Leg; 3: fj Thorax; 4: 腹 Abdomen; 5: $ Wing; 6: 触角 Antenna. 图 
2 同 The same for Fig. 2. 
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300 "- Actin 


100 B 
图 2 ”雌性 笠 纹 夜 蛾 中 不 同 组 织 COBP1 表达 差异 
Fig. 2 Expression of GOBP1 of tissues from female Spodoptera 
lituraby RT-PCR, total RNA were treated with DNase I 


2.2 GOBPI1 扩 增 产物 的 克隆 及 鉴定 

从 触角 组 织 RT-PCR 扩 增 出 的 特异 性 条 带 经 
胶 回 收 、 与 pGEM-T easy 载体 连接 ,转化 DH5o, 挑 
取 者 干 阳性 克隆 菌 经 液体 培养 基 扩 增 培 养 , 抽 提 
质粒 。 用 XI 和 Cla I NEURE, FR DK AS SR: 
示 两 条 带 ,一 条 在 3 000 bp 位 置 ,与 pGEM-T easy 
空 载体 实际 大 小 3 015 bp 吻合 , 男 一 条 在 近 700 
bp 处 ,大 小 与 GOBPI cDNA 扩 增 片段 大 小 697 bp 
符合 (图 3)。 





图 3 pGEM-T-GOBPI 重组 质粒 的 Xbal 和 Cla 工 
双 酶 切 电泳 图 
Fig. 3 pGEM-T-GOBPI cleaved with the restriction 
enzyme Xba | and Cla | 
M: DNA 标准 分 子 量 DNA molecular weight marker; 1 — 4: pGEM-T- 
GOBPI 重组 质粒 The constructed pGEM-T-GOBPI. 


取经 酶 切 鉴定 的 质粒 测序 ,并 经 GenBank 中 的 
BLAST 检验 ,与 斜纹 夜 蛾 COBP1 cDNA 序列 相似 达 
9896 (图 4)。 

2.3 ”GOBP1 mRNA 在 触角 中 的 表达 定位 

昆虫 气味 结合 蛋 日 一 般 位 于 触角 表皮 的 特 化 
嗅觉 感受 器 内 的 细胞 周 质 中 。 因 此 ,GOBP1 的 转 
录 本 因 较 多 分 布 于 靠近 含有 嗅觉 感受 占 的 触角 边 
绿 区 域 。 本 实验 中 采用 地 高 辛 标记 体外 合成 
GOBPI1 cRNA ,与 触角 切片 原 位 杂交 ,抗体 采用 珊 
碱 性 磷酸 酶 的 抗 地 高 储 抗 体 , 用 NBT/BCIP 显 色 ， 
杂交 信号 为 淡 蓝 色 颗 粒 沉积 ,杂交 信号 强人 处 即 为 
GOBPI 转录 本 较 多 区 域 。 从 实验 结果 (图 5) 可 见 
用 反 义 探 针 杂交 后 的 切片 中 在 触角 边缘 区 域 有 了 明 
显 的 淡 蓝 色 颗 粒 沉 积 ,而 用 正义 探 针 杂交 后 切片 
中 未 显示 杂交 信号 或 很 弱 , 几乎 未 见 淡 蓝 色 颗 粒 
沉积 。 这 与 理论 相符 合 。 
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cegctatgttgctgttgttgegegegetgecact get ggccgccgt act gcc get gcgcg 
LEE HULELELEEEL E LEE E ELE EE EL ELLE EL EEE EE HE EEEELE LEE EE ELE EB TL T 
ctgACGTCAATOTCATGAAAGACGTCACOCTCGGCTTOOGGACAAGCGCTGGACAAGTGTC 
HEEL ELE LE EE ELE LEE EE LEE E EL ELE ELE EE ELE LEE EE ELE ELE LEE ELE EFL L T | 
CTGACGTCAATGTCATGAAAGACGTCACOCTCGGCTT CGGACAAGCGTTGGACAAGTGTC 
GCCAGGAGAGTCAACTGACGGAGGAGAA GATGGAAGAGTTTTT CCATTTCTGGCOTGAAG 
HEEL EELEEEEL E LEE EE LEE E EL ELE ELEEE EE ELE ELE ELE LEE EE ELE EFL L T | 
GCCAGGAGAGTCAACTGACGGAGGAGAA GATGGAAGAGTTTTT CCATTTCTGOCOTOAAG 
ACTTCAAGTTCGAGCACOGCGAGTTGGGCTGCGCCATOCAGTGCATGAGCOGGCACTTTA 
[TT 
ACCTACTGACCGACACCAGCOGCATGCACCACGAGAACACCGA GCAGTTCATCCAATCCT 
HL HEEL EEHEL ELE EHE LE EL LE ELE EL ELE LEE HE EHE E EEE ELE LEE ELE L L T |] 
ACCTGCTGACCGACACCAGCCGCATGCACCACGAGAA CACCGAGCAGTT CATOCCAATCCT 
HEEL HEEL EHHEL ELE EHE LE ELLE ELE EL ELE LEE HE E EE EEE ELE LEE EL EE L L T |] 
TCOCCAACGGCOAGGTGCTGGCGOGGCAGATGGTGGAGCTGATTCATGCATGOGAGAA GC 
AGCACGACCAOCGAGGAGGA CCACTGCTGGCGCATCCTGCACGTGGCAGA GTGCTT CAAGC 
LEE HEIEEE LEE EL ELE EE LE EL LL EE EL EL ELE EL ELE E EE E EL ELE EE L EE LL | 
AGGCGTGOGTGCAGOGCGGCATCGCGCCCTCCAT GGAGAT AATGATTACCGAGTT CAT CA 
HEEL EE ELE EHEL ELE EHE LE EL LE ELE EL EL ELE EE ELLE EE EE E ELE LEE EL EE LL T | 
AGGCGTGOGTGCAGOGCGGCATCGCGOCCTCCATGGAGAT AATGATTACCGAGTTCATCA 
HEEL EELELEE ELE LEE E ELE EE EL ELE ELE E EE HE EEHEELE LEE EE E LEE EL TL T 
TGGAGGCTGAGGCGOGCTGACCTGCOCACTCAOCCCOCTCGGCAACA ACT AACACT AGACG 
COGAAAATGTTCTTTAATTAACTATGTTTGT AGAAATGAATGACTCTTGGAT ATACCT AC 
HEEHEEEEELEHEEEEEEEE TELLE ED 
COGAAAATGTTCTTTAATTAACTATGTTTGT AGAAATGAATGACTTTTGGATATACCTAC 
GOGATGTATTTTATATTTTTAAGTAGGTAGGTATTTTTAAGTAGGT AAGTAATGT AAGGG 
HEEL HE EEHEEEHEL ELE EEL EE LL E ELE E LEE LEE ELE EE ELE ELE LEE ELE L T | 
GGGATGTATTTTATATTITTAAGTAGGTAGGTATTTITTAAGTAGGTAAGTAATGTAAGGG 
CCTAAGAATAOGGCAGCOGATAT 691 

TE 

CCTAAGAATAOGGCAGCOGATAT 695 


图 4 GOBPI 的 克隆 测序 结果 作 BLAST 检验 图 





Fig. 4 BLAST results of cloned and sequenced GOBPI in Spodoptera litura 
Query: 测序 序列 Sequence here determined; Sbjet: EF159978 序列 Sequence of EF159978. 





laum 


A 和 B 是 反 义 探 针 杂 交 结 有 果 ,C 是 正义 探 





图 5 ”斜纹 夜 蛾 中 触角 COBP1 的 RNA 原 位 杂交 图 ， 


Fig. 9 RNA in situ hybridization of GOBP1 in Spodoptera litura antenna 
杂交 结果 。 箭 头 所 指 为 阳性 杂交 信号 。 全 部 杂交 实验 用 抗 地 高 平 抗体 标记 ,NBTZBCIP 显 色 。A， 
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B: ISH with dig-cRNA GOBP1 antisense probe in Spodoptera litura antenna; C: ISH with dig-cRNA GOBPI sense probe in S. litura antenna. The arrow 
indicated the hybridization signal. All were detected by anti-dig-AP and NBT/BCIP. 
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3 讨论 


在 参与 气味 分 子 识别 的 蛋白 和 酶 类 中 ,气味 结 
合 重 日 最 为 丰 定 。 气 味 结合 借 日 识别 和 结合 外 界 气 
味 分 子 是 昆虫 感受 外 界 气味 分 子 的 第 一 步 生 化 反 
应 ,是 昆虫 嗅觉 信号 传导 链 中 的 重要 组 成 成 份 ,气味 
结合 蛋 日 的 空间 表达 型 与 功能 有 着 密切 的 关系 。 钟 
国 华 等 (2008) 已 报道 了 笠 纹 夜 蛾 中 COBP1 基因 的 
全 长 cDNA 编码 序列 ,并 对 预测 编码 的 氨基 酸 进行 
了 分 析 , 具 有 昆虫 COBP1 的 典型 特征 。 本 文通 过 
RT-PCR 和 RNA 原 位 杂交 方法 进一步 分 析 了 
GOBPI 的 组 织 特 异性 表达 情况 和 COBP I 转录 本 定 
位 情况 ,发 现 COBP1 仅 在 触角 组 织 中 表达 , 且 其 转 
录 本 较 多 分 布 于 含有 了 串 党 感受 天 的 触角 边缘 区 域 ， 
这 些 结果 都 符合 GOBPI 的 特性 ,进一步 验证 了 该 基 
Es iJ CP Ae E H HJ s D ,是 斜纹 夜 蛾 嗅觉 神 
经 反应 过 程 中 的 重要 和 蛋 昌 ,而且 本 文 建立 的 试验 方 
法 为 研究 其 他 嗅觉 相关 生日 基因 ,如 PBP JURA SE 
体 基 因 等 提供 了 参考 价值 。 

另外 ,Steinbrecht 等 (199$ ) 和 Zhang 等 (2001 ) 
用 多 克隆 抗体 细胞 免疫 技术 分 析 GOBPI 和 COBP2 
重 日 在 有 关 蛾 类 中 的 分 布 情况 ,发现 两 者 较 显 车 地 
分 布 于 触角 的 锥 形 感 如 中 。 而 本 实验 应 用 原 位 杂交 
技术 发 现 斜 纹 夜 蛾 COBP1 较 多 分 布 于 触角 边缘 区 
域 , 未 能 辨别 GOBPI 在 不 同类 型 感受 如 中 分 布 量 的 
差异 ,而 这 是 否 与 不 同 物种 ,不 同 GOBP1 有 关 , 或 者 
是 否 由 于 实验 中 设计 的 GOBPI 标记 探 针 特异 性 欠 
佳 ,导致 杂交 敏感 性 降低 所 至 有关, 有 待 用 其 他 方法 
如 制备 GOBPI 多 克隆 抗体 血清 应 用 细胞 免疫 技术 
等 方法 进一步 验证 GOBPI 的 定位 情况 。 此 外 ,对 本 
文 的 COBP1 和 蛋 日 结合 气味 的 运载 功能 还 待 进一步 
研究 ,我们 正在 进行 基因 的 重组 表达 和 纯化 ,有 望 获 
得 晶体 ,从 而 进行 进一步 的 功能 研究 。 这 些 结果 将 
对 深入 揭示 和 斜纹 夜 蛾 对 外 界 气 味 的 分 子 识别 机 制 提 
供 基础 ,不 仅 有 利于 阐明 昆虫 咒 觉 反应 的 本 质 原 因 ， 
而 且 为 研究 无 脊椎 和 疹 椎 动物 的 嗅 党 行为 提供 了 理 
想 模型 ,也 有 利于 研究 人 的 嗅觉 机 制 (Matarazzo et 
al., 2002) 。 
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